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る。Costello 症候群、CFC (cardio-facio-cutaneous)症候群、多発黒子を伴う Noonan 症候
群（以前の LEOPARD 症候群）は Noonan 症候群と臨床症状が類似しており、これら
は Noonan 症候群類縁疾患と呼ばれる。近年これら症候群の病因が RAS/MAPK シグナ
ル伝達経路と密接に関わる遺伝子の変異であることが次々と報告されてきている。
RAS/MAPK シグナル伝達経路に関わる遺伝子の生殖細胞系列での変異を原因とする
症候群を包括して RAS/MAPK 症候群あるいは RASopathy ととらえられてきている。 







186 人の RIT1 遺伝子解析を施行し 14 人(7.5%)に変異を同定した。14 人は、Noonan
症候群に矛盾しない特徴を持つが、全例で胎児期・新生児期の異常を認め、胎児後頸




陽性の Noonan 症候群 48 人を他の Noonan 症候群の原因遺伝子陽性患者と比べると、
眼瞼裂斜下 66%、眼瞼下垂 47%、胸郭変形 41%、低身長 52%と顔貌・骨格異常が比
較的軽度で、肥大型心筋症（HCM）が 56%、心房中隔欠損症（ASD）が 42%、肺動
脈狭窄症（PS）が 77%と多く、48 人中 47 人が心疾患を合併していた。哺乳・体重増
加不良が多いが、遠隔期の知的予後は比較的良好なことがわかった。Noonan 症候群




本研究では、RIT1 遺伝子変異陽性の Noonan 症候群の患者の臨床的特徴を明らかに
















米での報告によると頻度は 1,000～2,500 人に 1 人程度と考えられている 2。日本での
頻度は教科書的には 10000 人に 1 人となっているが、正確には不明である。Costello
症候群と Cardio-facio-cutaneous (CFC)症候群は、Noonan 症候群類縁疾患として知ら
れており、低身長、相対的大頭症、特異顔貌、骨格異常、PS や HCM などの心疾患、
皮膚や毛髪の異常、重度から軽度の発達遅滞、良性または悪性腫瘍のリスクの増大な
どの症状を呈する 3; 4。Noonan 症候群とその類縁疾患の臨床上の特徴を表 1 に示す。 
Noonan 症候群とその類縁疾患の原因遺伝子が、近年明らかになっている（図 1）。
2001 年に Tartaglia らは、Noonan 症候群の患者のおよそ 50%に SHP2 タンパクをコー
ドする PTPN11 遺伝子の変異を報告した 5。PTPN11 遺伝子変異は 2002 年に Digilio ら
が多発黒子を伴う Noonan 症候群（以前の LEOPARD 症候群）の患者で同定している




伝子が SHP2 タンパクの上流か下流、つまり RAS/MAPK シグナル伝達経路上に存在
するという仮説の下、当研究室では 2005 年に Costello 症候群の患者で HRAS 遺伝子変
異を同定した 9。以後、そのような病因遺伝子が次々と見つかっている。KRAS、BRAF、
MAP2K1/MAP2K2 の遺伝子変異が CFC 症候群の患者に同定され 10; 11、KRAS、SOS1、
RAF1、NRAS の遺伝子変異が Noonan 症候群の患者で同定された 12-17。また、単球性
骨髄性白血病を特徴とする Noonan 様症候群の患者で CBL 遺伝子変異が 18; 19、成長期
脱毛を特徴とする Noonan 様症候群に SHOC2 遺伝子変異が同定された 20。 
神経線維腫症 I 型（NF1）はカフェオレ斑、神経線維腫を特徴とする常染色体優性
遺伝形式をとる疾患で病因遺伝子は NF1 遺伝子である 21; 22。毛細血管奇形‐動静脈奇
形症候群 (Capillary Malformation-Arteriovenous Malformation Syndrome (CM-AVM)）は
毛細血管奇形と動静脈奇形、動静脈瘻を特徴とし原因遺伝子は RASA1 である 23。
Legius 症候群は NF1 と同様、多発するカフェオレ斑が特徴であるが腫瘍性病変を欠如
し原因遺伝子は SPRED1 である 24。これらの症候群の原因遺伝子がコードするタンパ
クも Noonan 症候群、Costello 症候群、CFC 症候群と同様に、細胞の分化と増殖を制
御する RAS/mitogen activated protein kinase (RAS/MAPK)シグナル伝達経路に密接に関
わっている。RAS/MAPK シグナル伝達経路に関わる分子をコードする遺伝子の変異
を、生殖細胞系列でもつこれらの症候群を総合して RAS/MAPK 症候群または






の患者に初めて施行し、そのうち 17 名に RIT1 遺伝子変異を同定した 27。以後同様の
手法で Noonan 症候群およびその類縁疾患の患者から、RRAS、LZTR1、SOS2、A2ML1
の異常が同定されている 28-31。 
RIT1 (Ras-like without CAAX 1)は small GTPases の 1 種で、RAS のサブファミリーに
属し(図 2)、全身の臓器に発現している 32; 33。RAS および RIT1 タンパクは Switch I 
region と Switch II region を持ち（図 3）、この 2 つの構造で GTP または GDP をはさみ
込んでいる。GTP と結合している時はこの二つの region が GTP を強固に包むような
構造になり、下流へシグナルが伝達する。RAS の Q61L と RIT1-Q79L は相同な変異
で switch II region 内に存在する。RAS Q61L は switch I 、II の距離が開き、構造が変
わることが知られている 34; 35。RAS-Q61L、RIT1-Q79L は内因性の GTPase 活性が低下
することで、GTP から GDP に加水分解されにくくなり、恒常的に活性化していると
考えられている。RAS/MAPK 症候群で同定された RIT1 の変異は switch II region に多
く集まっている 33。当研究室の発表後、他のグループでも Noonan 症候群の患者で RIT1





がら、既知の遺伝子変異が同定されていない 186 人患者の検体を解析した。RIT1 遺伝
子変異が陽性である患者について詳細な臨床情報を検討し、Noonan 症候群の既知の
原因遺伝子の今まで報告されている患者と、臨床症状を統計学的に比較検討した。ま
た新規の変異である A77S と A77T の変異 cDNA を含む発現プラスミドを作成し、他
の既報告の変異遺伝子と合わせてその発現タンパクの機能解析を行った。更にこれま







I. RIT1 遺伝子陽性の RAS/MAPK 症候群の患者はまだ報告数が少なく、臨床症状はま
だ詳細に検討されていない。本研究では、RAS/MAPK 症候群と診断されながら、既






II. RIT1 変異タンパクは機能解析がされていないものも多い。本研究では RIT1 タンパ
クの下流である MAP キナーゼカスケードの ERK 経路および JNK 経路へのシグナル
の変化をウェスタンブロット法、ルシフェラーゼアッセイを用いて明らかにする。 
 







解析対象者は図 4 のフォーチャートに沿って抽出した。臨床症状から RAS/MAPK
症候群が疑われ当研究室のコホートに登録された検体は、既知の遺伝子変異が集中し
ているエクソンを中心に、サンガーシークエンスを用いて PTPN11の全 15 エクソン、
SHOC2 のエクソン 1、KRAS の全 5 エクソン、RAF1 のエクソン 7、14、17、HRAS の
全 5 エクソン、BRAF のエクソン 6、11-16、MAP2K1 (MEK)のエクソン 2、3、MAP2K 






II. RIT1 遺伝子解析 
対象者の末梢血白血球からゲノム DNA を分離した。PCR（polymerase chain reaction）
による増幅のためのプライマーは GenBank シークエンス情報（GenBank 登録 No. 
NC_000001.11）に基づき、エクソン―イントロン接合部からおよそ 60～120 塩基離
れたイントロン部分に設計した(表 2)。また、各々PCR プライマーに 5’末端に M13 




10 mM Tris-HCl (pH8.3)、50 mM KCl、1.5 mM MgCl2、0.2 mM dNTP、10% (v/v) DMSO、
24 pmolの各プライマー、1.5 単位のTaq DNAポリメラーゼとH2Oで計 15 µl とした。
PCR 反応の温度設定は 94℃を 3 分間の初期変性を行ったあと、94℃20 秒で熱変性→
58℃30 秒でアニーリング→72℃30 秒で伸長反応を行い、このサイクルを 37 回繰り返
した。PCR 反応液を 2%アガロースゲルで電気泳動し、目的の PCR 産物のバンドを確
認後、MultiScreen®を用いて精製、またはゲル切り出し後 QIA quick Gel Extraction Kit 
(Qiagen) で精製した。シークエンス反応は Big Dye® v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems)を用いて行った。反応液の組成は精製後の PCR 反応液 2 µl、BigDye® 
Terminator v1.1 Ready Reaction Mix 1 µl、5X Sequencing Buffer 1.5 µl、M13 Primer 
(Forward or Reverse)、H2O 4.5 µl の計 10 µl とした。シークエンス反応の温度設定は、
95℃を 3 分間の初期変性を行ったあと、95℃10 秒で熱変性→50℃5 秒でアニーリング
→60℃2 分 30 秒で伸長反応を行い、このサイクルを 40 回繰り返し、60℃1 分間で最
終伸長とした。シークエンス反応物は Agencourt® Clean SEQ®(Beckman Coulter)を用
いて精製した。精製後のシークエンス反応液 6 µl に Hidi ホルムアミド 14 µl を加え
95℃5 分間で一本鎖にした。ABI 3500xl Genetic Analyzers で遺伝子配列を決定し、RIT1
遺伝子の ORF を含む全 5 エクソンをスクリーニングした。 
 

















次に RIT1 遺伝子変異陽性の患者の特徴と、Noonan 症候群の既知の原因遺伝子であ
る PTPN11、RAF1、SOS1、KRAS 変異陽性の患者と、臨床症状を比較するため、RIT1
変異陽性の患者の報告 6 報、PTPN11 8 報、RAF1 6 報、SOS1 6 報、KRAS 8 報の臨床
症状をまとめた。それぞれの遺伝子ごとの症状陽性率を算出し、統計学的手法（Fisher’s 





IV. 変異 RIT1 タンパクの発現実験 
1. 変異 RIT1 発現プラスミドベクターの作成 
pCR4-TOPO RIT1 WT プラスミドベクターは、RIT1 の cDNA とその 3’末端に FLAG
配列が挿入されており、インサート部分は 740 bp、全長およそ 5.5 kb である。本研究
ではこのベクターを鋳型として、Quickchange Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene, 
La Jolla, CA)を使用して c.229G>T (p.A77S) 、 c.229G>A (p.A77T)の部位特異的変異導
入を以下の方法で行った。Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA)プロトコールに
したがって行い、部位特異的変異導入のためのプライマーは Agilent Technologies の
ホ ー ム ペ ー ジ に あ る QuikChange Primer Design Program 
(http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp) を用いて設計した（表 3）。
pCR4-TOPO RIT1 WT を鋳型として Mutagenic プライマーで PCR を行い、変異プラス
ミドを作成後、Dpn I 処理で大腸菌由来の pCR4-TOPO RIT1 WT プラスミドベクター
を分解した。XL-10-Gold Ultracompetent Cells にトランスフォームし、アンピシリン含
有（100 µl/ml）寒天培地で培養後、コロニーを複数ピックアップし、アンピシリン含
有 LB 培地で培養した。QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用いてプ
ラスミドを抽出した。このプラスミドのインサート部分をダイレクトシークエンスし、
目的の場所の塩基置換を確認した。この変異プラスミドのクローニングサイトを Xho 




ル比約 6:1 で混合し、T4 リガーゼ(Promega, Madison, WI, USA)とそのバッファ―を調
整し、16℃で一晩反応させてライゲーションを行った。その後ライゲーション反応液




をアンピシリン含有 LB培地で培養後QIAFilter Plasmid Midi Kit (Qiagen)でプラスミド
を回収し TE (10 mM Tris-HCl (pH8.0) 1 mM EDTA (pH8.0) ) で溶解しコンストラクト
とした。インサート部分は PCR で増幅ののちシークエンスを行い、目的の場所に塩




pFA2-cJun、pFC-MEK1、pFC-MEKK、pFC2-dbd は Agilent Technologies から、pRL-null
は Promega から購入し使用した。 
 
2. NIH/3T3 細胞への遺伝子導入とウェスタンブロット 
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD)よりNIH/3T3細胞を購入した。 
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fatal calf serum (FCS)が 10%、ペニシリンが 100 U/ml、ストレプトマイシンが 100 µg/ml
となるよう調整した Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM)培地を使用し、T75 フ
ラスコを用いて 37℃で培養、継代した。実験には全て継代数 P4 から P7 までの細胞
を使用した。トランスフェクション前日に NIH/3T3 細胞を 6 cm ディッシュに約 3×
10
5 個になるように撒き、24 時間培養後に約 70% コンフルエントとして、以下の方
法でトランスフェクションを行った。遺伝子導入をしていない pCAGGS プラスミド
ベクターか、pCAGGS-RIT1 プラスミドベクターの野生型または変異型を 1 ディッシ
ュにつきそれぞれ 2 μg 、PLUS Reagent を 8 μl、Lipofectamine Reagent を 12 μl になる
よう、serum-free medium である OptiMEM と共に調整し全量 2.5 ml ずつをディッシュ
に撒き 37℃インキュベーターで培養した。3 時間後に serum 入りの DMEM 培地に交
換し、37℃インキュベーターで 45 時間培養した。トランスフェクションから 48 時間
後に氷冷した PBS で 2 回洗浄し、細胞をはがして集め、遠心してペレットとした。
Cell lysis buffer (1% SDS ,10 mM Tris PH8.0) 100 μl を加え、99℃で 3 分加温し 27 ゲー
ジ針 1 ml シリンジで DNA を破壊しその上澄みをタンパク溶解液とした。Bradford 法
で蛋白濃度を定量した。12.5%の SDS-ポリアクリルアミドゲル (ATTO, Tokyo, Japan)
に、タンパク量 15 µg／10 µl と 3×SDS buffer を 5 µl ずつになるようウェルに注入し
た。ゲル 1 枚につき 20 mA で 1 時間 45 分ほど電気泳動を行った。ゲルのタンパクを




FLAG M2抗体 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) または Phospho-p44/42 MAPK抗体 
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)、 p44/42 MAPK 抗体 (Cell Signaling 
Technology)と反応させた。TBST で洗浄後、適切な 2 次抗体で反応させた。TBST で




トランスフェクション前日に NIH/3T3 細胞を 24 well plate に 1 well につき約 0.3×
10
5個になるように撒き、24 時間培養後に約 70% confluent として、以下の方法でトラ
ンスフェクションを行った。一連の作業は PathDetect trans-reporting system (Agilent 
Technologies)のプロトコールに準じて行った。1 well につき GAL4 結合部位をもつホ
タルルシフェラーゼトランスレポータープラスミドの pFR-luc を 0.4 μg、GAL4 結合
ドメインと経路特異的なタンパクが融合タンパクとなるトランスアクチベータープ
ラスミドの pFA2-Elk1 または pFA2-c-Jun を 25 ng、遺伝子導入をしていない pCAGGS
プラスミドベクターあるいは pCAGGS-RIT1 プラスミドベクターの野生型または変異
型を 5 ng、経路特異的なポジティブコントロール pFC-MEK1, pFC-MEKK は 25 ng、ネ
ガティブコントロール pFC2-dbd は 5 ng になるように調整した。トランスフェクショ
ン効率や手技的なばらつきを補正する目的で phRLnull-luc ウミシイタケルシフェラ
ーゼレポーターを 4 ng ずつ加えた。PLUS Reagent は 4 µl、Lipofectamine Reagent は 1 
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µl になるよう、serum-free medium である OptiMEM と共に調整し全量 250 µl ずつを
well に撒き 37℃インキュベーターで培養した。3 時間後に serum 入りの DMEM 培地
に交換し、37℃インキュベーターで 45 時間培養した。トランスフェクションから 48
時間後に氷冷した PBS で 2 回洗浄し、Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)
のプロトコールに準じて 1 well につき Passive lysis buffer 100 µl で 1 時間振とうし、上
清をタンパク溶解液とした。このタンパク溶液 10 µl ずつをルミノメーターの Centro 
LB960 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany)で測定した。ホタルルシフェラー
ゼ発光強度/ウミシイタケルシフェラーゼ発光強度を転写活性の強さとした。実験は






I. RIT1 遺伝子解析 
RAS/MAPK 症候群が疑われ、事前のスクリーニング検査で陰性であった患者 186
人について RIT1 全 5 エクソンについてサンガーシークエンスを行ったところ、14
人で 7種類のアミノ酸置換を伴うヘテロ接合体のミスセンス変異を同定した（表 4）。
今まで RAS/MAPK症候群では報告のない、新規の変異 c.229G>T (p.A77S)を 1人に、 
c.229G>A (p.A77T)を 2 人に同定した。5 種類 11 人の変異、c.104G>C (p.S35T)、
c.170C>G (p.A57G)、c.246T>G (p.F82L)、c.270G>C (p.M90I)、c.284G>C (p.G95A)
は以前当研究室で報告した変異であった 27。NS511 (p.A57G)、NS495 (p.A77T)、
NS721 (p.A77T)、NS622 (p.G95A)、NS817 (p.G95A)については両親の検体を得る
ことができ、全て de novo の変異であることを確認した。 
 
II. RIT1 遺伝子変異陽性患者の臨床症状の検討 
RIT1 遺伝子変異陽性であった 14 人について臨床症状の詳細をまとめ、表 5，6 に
示した。患者年齢は臨床症状評価時、新生児から 15 才で、平均 3.3 才であった。12
人は臨床的に Noonan 症候群、1 人は Costello 症候群と診断されており、1 人は
RASopathy が疑われるが確定診断されていなかった。胎児後頸部浮腫 9 人中 6 人
(67%)、羊水過多 12 人中 8 人(67%)、胎児水腫 13 人中 5 人(38%)、胎児胸水・乳び胸
13 人中 8 人(62%)などの胎児期・新生児期の異常は全ての症例に認められた。NS495
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め、Noonan 症候群に典型的な顔貌、骨格であった。眼瞼下垂は 9 人中１人のみ(11%)
であり、低身長は 11 人中 7 人(64%)であった。はと胸、漏斗胸、乳頭間離解などの胸
郭異常は 11 人中 4 人(36%)に認めた。全ての患者は心疾患を持っていた。HCM は 13
人中 7 人(54%)、ASD は 13 人中 8 人(62%)、VSD は 12 人中 2 人(17%)に認めた。PS
は 13 人中 9 人(69%)おり、うち ASD を合併しているのは 5 人であった。PDA は 13
人中 5 人(38%)であった。不整脈は 13 人中 4 人(31%)に認め 3 人が上室性不整脈、1




を伴う心房性期外収縮を認めた。11 人中 5 人(45%)はカールした毛髪であり、3 人は
毛髪が薄く、そのうち 1 人は 3 才まで散髪したことがなかった。手掌足底の深い皺は
11人中6人(55%)に見られた。男性の患者は6人おり、4人に停留精巣があった(67%)。
哺乳・体重増加不良は 11 人中 10 人(91%)に見られたが、明らかな精神遅滞は 2 人の
19 
 
み、ボーダーラインが 2 人であった。 
幼児期までに死亡したのは 3 人だった。NS545 は重度の PS と ASD 症があり、PS
に対してバルーン拡張術を生後 1 か月時に施行され、ASD に対し 12 か月時に閉鎖術
が施行されたがその後病状が悪化し 1 才で死亡した。NS511 は胎児水腫のため妊娠
33 週で帝王切開で出生した。全身の浮腫の他、両側乳び胸、HCM を合併しており、
循環障害で生後 15 日に死亡した。NS597 は大動脈弁低形成と大動脈縮窄を伴う左室
低形成症候群で、生後 8 日に死亡した。他に重症例が 2 名いた。NS556 は閉塞性肥
大型心筋症、ASD、VSD があり、肺動脈絞扼術を生後 23 日で施行された。ASD お






III. 変異 RIT1 タンパクの発現実験 
1. リン酸化 ERK の評価 
ウェスタンブロット法を用いて RAS/MAPK 症候群の患者で新しく同定された
RIT1 A77S、A77T、当研究室が以前報告したものの機能解析されていない F82V、
T83P、Y89H、M90I と、RAS の Q61L と相同の変異である Q79L を NIH/3T3 細胞
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に導入し、ERK のリン酸化を解析した（図 5A）。FLAG 抗体を用いた反応で RIT1
のタンパクが同等に発現しているのを確認した。pERK 抗体を用いた反応で RIT1 野
生型と比較して A77S、A77T、M90I で ERK のリン酸化が増強しているように見え
たが、他の変異では明らかではなかった。 
 
2. ルシフェラーゼアッセイによる Elk1、cJun 転写活性の評価 
次 に PathDetect trans-reporting system luciferase assay を 用 い て
pCAGGS-RIT1 A77S、A77T、F82V、T83P、Y89H、M90I、Q79L と、経路特異的
陽性コントロールである pFC-MEK1 を導入し、NIH/3T3 細胞の Elk1 の転写活性を
解析した（図 5B）。変異 RIT1 は A77S、A77T、F82V、T83P、Y89H、M90I の全
て Elk1 の転写活性が増強しており、統計学的に有意差を認めた。 
次にもう一つのMAPキナーゼ経路である JNK経路への影響を明らかにするため、
同じくPathDetect trans-reporting system luciferase assay を用いて JNKの下流の
cJun の転写活性を調べた（図 5C）。今まで当研究室で同定された pCAGGS-RIT1 
S35T、A57G、A77S、A77T、F81G、F82V、F82L、T83P、Y89H、M90I、G95A、
Q79L と、MEK/ERK 経路を活性化する代表的 Oncogenic driver mutation である
pCAGGS-BRAF V600E、経路特異的な陽性コントロールである pFC-MEKK を導入





1. 本研究中の RIT1 変異陽性患者の臨床症状の検討 
本研究では RAS/MAPK 症候群を疑われながら、既知の原因遺伝子のスクリーニン
グ検査で陰性であった186人のうち、14人(7.5%)にRIT1変異を同定した。p.A57G と
p.F82L は 3 人ずつ、p.S35T、p.A77T、 p.G95A、は 2 人ずつ、p.A77S と p.M90I
は一人ずつであり、p.A77S と p.A77T は Noonan 症候群で初めて同定された変異で
あった。RIT1 遺伝子変異陽性患者 14 人中 12 人が当初から Noonan 症候群と診断さ
れており、他の 2 人も臨床症状を再検討したところ、Noonan 症候群に矛盾しない臨
床症状であった。以前当研究室で報告した通り、RIT1 は Noonan 症候群の原因遺伝
子であると考えられた。 
本研究はこれまでの RIT1 変異陽性の Noonan 症候群の報告と比べ、より詳細に臨
床症状の情報を得ることができた。特に胎児期・新生児期の情報を詳しく得ることが
でき、胎児後頸部浮腫が 67%、羊水過多が 67%、胎児水腫が 38%、胎児胸水・乳び
胸が 62%で、全例で胎児期・新生児期の異常があったことが判明した。Noonan 症候
群では、同様にリンパ組織の発生異常が示唆されるような胎児期・新生児期の異常が
報告されているが、コホート研究は少ない 41-45。Baldassarre らは 2011 年に Noonan
症候群と診断され遺伝学的にも遺伝子変異が確認されている患者 47 人(PTPN11 が
30 人、SOS1 が 8 人、BRAF と RAF1 と SHOC2 が 2 人ずつ、KRAS が 1 人)の胎児
期の臨床症状をまとめている。この報告では、胎児後頸部浮腫が 22 人中 9 人(41%)、
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2. RIT1 遺伝子変異陽性患者と他の原因遺伝子変異陽性 Noonan 症候群患者の臨床症
状の比較 
RIT1 遺伝子変異陽性の Noonan 症候群の臨床症状の特徴を明らかにするために
RIT1 変異陽性の患者の報告 6 報、PTPN11 8 報、RAF1 6 報、SOS1 6 報、KRAS 
8 報の臨床症状をまとめ、比較検討した（表 7）。 





示唆された。特徴的顔貌が無い、あるいははっきりしない患者も 2 人いた 27; 37。 
RIT1 変異陽性患者の低身長の頻度は 52%で、PTPN11、RAF1、KRAS より有意
に低く、胸郭異常の頻度は 40%で、SOS1、KRAS より有意に低かった。RIT1 変異
陽性患者の低身長及び胸郭変形は軽度であることが示唆された。 
Noonan 症候群全体での HCM の合併の頻度は約 20%である。RIT1 遺伝子変異陽
性患者の HCM は 56%で、RAF1 の 75%よりは有意に低いが、PTPN11 の 9%、SOS1
の 10%より有意に高かった。RIT1変異陽性の患者の中隔欠損の頻度はASDが 43%、
VSD が 23%、中隔欠損全体が 56%であった。PTPN11、SOS1、KRAS と比べると
いずれも高い傾向にあった。RIT1 変異陽性の患者の PS の頻度は 77%で、RAF1 の
27%、KRAS の 47%より有意に高く、PTPN11、SOS1 と同程度であった。ASD 合
併例(16 例)を除くと 31 例中 20 例(65%)であり、相対的 PS を考慮しても PS の頻度
は高いと思われた。RIT1 変異陽性の患者の PDA の頻度は 24%で PTPN11 と同じく
比較的多かった。RIT1 変異陽性の患者の心疾患の特徴をまとめると、RAF1 ほどで
ないものの HCM が多く、PTPN11、SOS1 と同様に PS が多い。また頻度は高くな
いものの、他の遺伝子変異に比べ中隔欠損症、PDA が比較的多い。RIT1 陽性 48 例
中心疾患がないのは 1 例のみ(2.1%)でほとんどの患者が心疾患を合併していた。 
主に Costello 症候群、CFC 症候群で特徴的とされる手掌足底の深い皺は 56%で、
Noonan 症候群 としては多かった。哺乳・体重増加不良の頻度は 75%で、PTPN11
の 63%、RAF1 の 83%、KRAS の 62%と同じく高かったが、精神発達遅滞は 26%で
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PTPN11 の 31%と同じく多くはなく、RAF1 の 47%、KRAS の 89%より少なかった。
今まで RIT1 変異陽性の Noonan 症候群は軽症ではないかと言われてきたが、死亡例
が本研究中の 3 名含め、全体で 4 名おり、重症例も存在し、胎児期・新生児期の異常
と心疾患が主な原因であることが分かった。 






3. 変異 RIT1 タンパクの ERK 経路、JNK 経路への影響 
本研究では NIH/3T3 細胞に RIT1 の変異型を導入し、ウェスタンブロット法で ERK
のリン酸化を野生型と比べたが、RIT1 A77S、A77T、M90I、Q79L 以外では明らかな
リン酸化を確認できなかった。NIH/3T3 細胞に RIT1Q79L を導入すると、コロニーの
形質転換が起こり、cJunや Elk1による転写の活性化が起こると報告されている 51; 52。
マウスのクロム親和性細胞由来の PC12 細胞の亜系である PC6 細胞では、ウェスタン
ブロット法で変異 RIT1 A57G、A77P、 A77S、F82L、M90I で ERK のリン酸化が検出
できている 39; 53。しかし、NIH3/T3 細胞をウェスタンブロット法で ERK のリン酸化
を調べても、RIT1 Q79L は野生型とほぼ変わらないと報告されている 51; 52。本研究に
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おいても RIT1 A77S、A77T、M90Iの 3 変異しか ERK のリン酸化の亢進を検出できな
かったが、NIH/3T3 細胞では ERK へのシグナルが PC6 細胞と比べて弱い可能性があ
る。本研究では Elk1 のルシフェラーゼアッセイを行い、変異 RIT1 タンパクで Elk1
の転写が明らかに活性化していることを確認し、機能獲得型の病因変異であることが
明らかにできた。 
以前の報告では NIH/3T3 細胞で、RIT1 Q79L は cJun の転写活性が増強するが、JNK
のリン酸化は明らかではなかった 51; 52。PC6 細胞でも同様に RIT1 Q79L の JNK のリ
ン酸化は明らかではなく、Q79Lの JNK 経路へのシグナルは弱いと考えられていた 54。
本研究では cJun ルシフェラーゼアッセイで変異 RIT1 の転写活性を測定したが、Q79L
と A77T 以外は野生型と差がなく、Noonan 症候群で同定された変異の JNK 経路への
影響は明らかではなかった。cJun は MEK/ERK 経路からも活性化シグナルを受けてお
り 55; 56、RIT1 A77T、Q79L の cJun 転写活性の増強は、MEK/ERK など JNK 以外の経
路からの活性化も考えられる。 
 
4. RIT1 遺伝子変異の変異型の分布と臨床症状との相関 
RIT1 遺伝子変異型を生殖細胞系列と体細胞系列に分けて分布を比較した(図 6)。
RIT1 遺伝子変異は生殖細胞系列で 12 種 48 人の報告があり、全て Noonan 症候群の患
者である。体細胞系列での RIT1 変異は骨髄性の悪性疾患と肺腺癌で 14 種 20 人の報
告がある 53; 57。体細胞変異は 20 人中 17 人(85%)の変異が Switch II region 周辺に集ま
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っているが、生殖細胞変異は 48人中 32人(67%)であり、Switch II region周辺の以外に、
G1 ドメインの S35T が 5 人、Switch I region を含む G2 ドメインに A57G 変異が 11 人
存在した。Noonan 症候群で同定された RIT1 変異型をドメインごとに臨床症状をまと
め、変異ごとの癌や合併症の有無を検討した（表 8）。腫瘍の合併は 3 人で、そのうち
わけは顎の巨細胞腫を A57G 変異で 1 人、急性リンパ性白血病を E81G 変異で 1 人、
精巣腫瘍を F82L で 1 人認めた。死亡は 4 人で、S35T、A57G、82L、G95A に 1 人ず









 本研究では、RIT1 遺伝子変異陽性の Noonan 症候群の患者の臨床的特徴を明らか
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図 2．RAS subfamily の概略図 
RIT は RAS subfamily に属している。特に RIN タンパクと重要なドメインのアミノ酸
配列は共通している。 
 
図 3．RAS、RIT タンパクのアミノ酸配列、構造と機能 
RAS super familyに属する全てのタンパク質は G1 から G5 の共通したドメイン構造を
持つ。G1 と G3 がリン酸結合部位、G4 と G5 が GTP と結合及びその加水分解を行う
部位、G2 がエフェクタータンパク結合部位である。 
Switch I region と Switch II region は GTP または GDP をはさみ込むような構造をして
いる。GTP と結合している時はこの二つの region が GTP を強固に包むような構造に
なり、下流へシグナルが伝達する。RAS の Q61L と RIT1-Q79L は相同な変異で switch 
II region 内に存在する。RAS Q61L は switch I 、II の距離が開き、構造が変わること
が知られている 34; 35。RAS-Q61L、RIT1-Q79L は内因性の GTPase 活性が低下すること
で、GTP から GDP に加水分解されにくくなり、恒常的に活性化していると考えられ
ている。Noonan 症候群で同定されている RIT1 遺伝子変異は主に Switch II region の周
辺に集積しており、他に G1 ドメイン、G2 ドメイン（Switch I region）にも存在する。 
 






P24 プライマーセットで、Costello 症候群、CFC 症候群が疑われる場合、S15 プライ
マーセットで解析する。陰性の場合は P24、S15 のうち解析していないほうのセット、
それでも陰性の場合は SOS1 のセットで解析する。本研究ではこのスクリーニング解
析が陰性で、臨床的にやはり RAS/MAPK 症候群が疑われる 186 人を対象とした。 
 
図 5．ウェスタンブロットによる ERK リン酸化の検出と、Elk1 および cJun ルシフェ
ラーゼアッセイ 
FLAG 配列を挿入した変異型 RIT1 cDNA を含む発現プラスミドを NIH/3T3 細胞に導
入した。 
(A) 上段が FLAG 抗体との反応、下段が pERK 抗体、ERK 抗体との反応を示す。当研
究室で同定後まだ機能解析をしていない変異 RIT1 の A77S、A77T、F82V、T83P、Y89H、
M90Iについて、RAS の Q61L と相同の変異である RIT1 Q79L とともに行った。(B) 
(C) PathDetect trans-reporting system による Elk1 ルシフェラーゼアッセイ(B)と
cJun ルシフェラーゼアッセイ(C)の結果を示す。(B) では RIT1 Q79L、経路特異的陽





る pCAGGS-BRAF V600E とともに行った。赤い縦棒は変異 RIT1 を表す。n＝4 で
施行し、実験結果の平均値とその標準偏差を示した。野生型（WT）との t 検定で統
計処理した結果 P<0.01 となったものに*を記した。 
 
図 6．RIT1 変異のスペクトラムの図 
































 図 6 
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表 1．Noonan 症候群およびその類縁疾患の原因遺伝子と主な臨床症状 
 
  Noonan 症候群 Costello 症候群 CFC 症候群 
原因遺伝子 PTPN11 (50%) HRAS (80-90%) BRAF (~75%) 
 SOS1 (10-13%)  MAP2K1/2 (~25%) 
 RAF1 (3-17%)  KRAS (2-3%) 








































































表 2．RIT1 遺伝子のエクソンとその両端のイントロン部分を増幅するために設計したプライマー 
 




1 5'- gtgactgaactgtctaggagg 5'- cacaaaggtgacccacagag 499 
2 5'- gaccagatgggatacttgc 5'- ccaactgctgatacccttgt 331 
3 5'- cagtggatttagcatgcttcc 5'- gcatgtcgattacctgctatc 389 
4 5'- gtagttgggctagattgcgtc   5'- gtaagccaagccaagaatctg 362 





表 3．RIT1cDNA に部位特異的変異導入を行うために設計されたプライマー（赤字が置換部位） 
 
変異型 Forward Reverse 
A77T
（c.229G>A） 
5'-atctggacattttggatacaactggacaggcagagtttaca 5'- tgtaaactctgcctgtccagttgtatccaaaatgtccagat 
A77S
（c.229G>T） 







表 4 ．本研究で同定された RIT1 遺伝子変異 
 
患者 ID 初期診断 最終診断 エクソン 塩基置換 アミノ酸置換 
NS545 NS NS 2 c.104G>C p.S35T 
NS547 NS NS 2 c.104G>C p.S35T 
NS511 NS NS 3 c.170C>G p.A57G 
NS346 NS NS 3 c.170C>G p.A57G 
NS733 NS NS 3 c.170C>G p.A57G 
NS556 RASopathy NS 3 c.229G>T p.A77S 
NS495 NS NS 3 c.229G>A p.A77T 
NS721 CS NS 3 c.229G>A p.A77T 
NS488 NS NS 4 c.246T>G p.F82L 
NS527 NS NS 4 c.246T>G p.F82L 
NS597 NS NS 4 c.246T>A p.F82L 
NS460 NS NS 4 c.270G>C p.M90I 
NS622 NS NS 4 c.284G>C p.G95A 
NS817 NS NS 4 c.284G>C p.G95A 
 
RIT1遺伝子 cDNA塩基配列番号はGenbank NM_006912.5のデーターベースに掲載されている
塩基配列を利用し、開始コドン ATG の A を 1 番目とした順番を記述した。 
NS, Noonan 症候群; CS, Costello 症候群  
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アミノ酸置換 p.S35T p.S35T p.A57G p.A57G p.A57G p.A77S p.A77T p.A77T p.F82L p.F82L p.F82L p.M90I p.G95A p.G95A 
性別 F M F F F F F F M M M M M F 
年齢 died at 1y 3y 
died at 
15d 
5y 11m 3y 4y 1y 4y 4y died at 8d 5y 15y 3m 
臨床診断 NS NS NS NS NS Rasopaty NS CS NS NS NS NS NS NS 
胎児期・新生児期
の問題               































胎児後頸部浮腫 + + + + ND ND – – + ND 
+, 嚢胞性ヒ
グローマ 
ND ND – 
羊水過多 ND – + + + + – + – + ND + + – 
胎児水腫 – – + – + + – – – + ND + – ND 























          
Noonan 様 
   
相対的大頭 – – + – + – – ND + – ND + + – 
眼間開離 + + + + + – – ND + + + + + + 
眼瞼裂斜下 ND – ND + ND + – – – + ND + – + 
眼瞼下垂 ND – ND + ND – – ND – – ND – – – 
内眼角贅皮 ND + ND – + + + ND – + + ND + + 
耳介低位 ND + + + + + + – + + + + + + 
筋骨格系の異常 
              
低身長(SD) – –(-0.8 SD) ND + – + – (-1.3 SD ) ND + +(-2.2 SD) ND + +(-3 SD) + 
短頚 ND + + + - + + + + + ND – – – 
翼状頚 ND + + + + + + + + + 
 
+ + – 
表 5. 本研究で RIT1 変異を同定された患者の臨床症状の詳細 
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NS, Noonan 症候群; CS, Costello 症候群; ND, 記載なし; HOCM, 閉塞性肥大型心筋症; AS, 大動脈弁狭窄症; MR, 僧帽弁逆流症; TR, 三尖弁逆流症; MAT, 多源性心房頻拍; EAT, 異所性心房頻拍; 
PAC, 心房期外収縮; AV block, 房室ブロック; AT III, アンスロビン III; DQ, 発達指数; VSD, 心室中隔欠損症; ASD, 心房中隔欠損症 
胸郭変形 ND – – + ND – – – – + + + ND – 
心疾患 
              
肥大型心筋症 – HOCM + – – HOCM – + HOCM + ND HOCM – – 
心房中隔欠損症 + – – + + + + + – + ND + – – 
心室中隔欠損症 – – – – + + – – – ND ND – – – 
肺動脈狭窄症 + + – + + – + + +, 軽度 + ND – + – 
動脈管開存症 – – + + + – – – – – ND + – + 
















              
カールした毛髪 ND + – – ND + – + – + ND + – – 
過角化症 ND – – – + – – + – + ND – + – 
手掌足底の深い皺 ND + – – ND + + + – + ND + – – 
その他 








斑     
乳児期に
薄い毛髪  
停留精巣 F - F F F F F F +, 両側 + +,両側 + - F 
凝固異常 – – – – – – – 
+,プロテイ
ン C 欠損症 
+ +, ATⅢ低値 ND – ND – 
哺乳体重増加不良 + – ND + + + + + + + ND + ND + 












































表 6.  本研究と以前の研究の RIT1 遺伝子変異陽性患者の臨床症状 
 a
27; 36-39
  本研究 以前の研究
a
 
   %  % 
性別 男 6 女 8 男 15 女 19 
平均年齢 3.3 才 10.8 才 
巨大児 (90 percentile<) 9/14 64 12/20 60 
胎児後頸部浮腫 (cystic hygroma を含む) 6/9 67 6 
 
羊水過多 8/12 67 6 
 
胎児水腫 5/13 38 1 
 
胸水・乳び胸 8/13 62 4 
 
相対的大頭症 5/12 42 11/21 52 
眼間開離 11/13 85 19/23 83 
眼瞼裂斜下 5/10 50 16/23 70 
眼瞼下垂 1/9 11 13/22 59 
耳介低位 12/13 92 17/21 81 
低身長 (<2 SD, or <3rd centile) 7/11 64 15/31 48 
短頚、翼状頚 11/12 92 22/26 85 
短頚 8/12 67 14/19 74 
翼状頚 11/12 92 10/20 50 
胸郭変形 4/11 36 10/24 42 
肥大型心筋症 7/13 54 18/33 55 
中隔欠損 8/13 62 17/33 52 
心房中隔欠損 8/13 62 12/33 36 
心室中隔欠損 2/12 17 8/32 25 
肺動脈狭窄症 9/13 69 27/34 79 
動脈管開存症 5/13 38 6/33 18 
不整脈 4/13 31 3/22 14 
心疾患の合併なし 0/14 0 1/34 3 
カールした毛髪 5/11 45 10/24 42 
手掌足底の深いしわ 6/11 55 9/16 56 
停留精巣 4/6 67 9/12 75 
凝固異常 4/13 31 4/19 21 
哺乳・体重増加不良 10/11 91 11/17 65 
知的障害 発達遅滞 2/7 29 7/28 25 
52 
 
表 7.  RIT1 遺伝子変異陽性患者と Noonan 症候群の原因遺伝子の患者の臨床症状の比較 








15; 16; 59; 60; 65; 66
. 
d
13; 14; 59; 60; 65; 67; 68
. 
e
10; 12; 59; 60; 69-72
. 
*RIT1 vs. other genes P<0.05 by Fisher’s exact test or Chi square (x2) test.   












   % total % total % total % total % 
巨大児 (90percentile<) 21/34 62 ND 
 














12/34 35* 18/37 49 6/11 55 
胎児水腫 6 
 
8/50 16* 0/3 
 
3/10 30 0/1 0 
胸水・乳び胸 12 
 
1/18 5.6* (1/18) 5.6* ND 
 
1/6 17 
相対的大頭症 16/33 48 ND 
 
32/40 80* 24/39 62 21/24 88* 
眼間開離 30/36 83 15/28 54* 40/42 95 44/50 88 23/23 100* 
眼瞼裂斜下 21/33 64 19/28 68 31/39 79 41/50 82 20/26 77 
眼瞼下垂 14/31 45 18/29 62 32/43 74* 44/50 88* 21/30 70 
耳介低位 29/34 85 56/64 88 38/42 90 47/50 94 17/22 77 
低身長 (<2SD, or <3rd 
centile) 
22/42 52 158/224 71* 50/60 83* 42/109 39 27/35 77* 
短頚、翼状頚 33/38 87 ND 
 
17/22 77 31/39 79 ND 
 
短頚 22/31 71 15/29 52 20/26 77 ND 
 
22/31 71 
翼状頚 21/32 66 36/122 30 23/27 85 ND 
 
19/32 59 
胸郭変形 14/35 40 121/229 53 31/54 57 68/96 71* 23/32 72* 
肥大型心筋症 25/46 56 30/333 9* 46/61 75* 10/101 10* 12/36 33 






心房中隔欠損 20/46 43 64/218 29 19/61 31 26/112 23* 9/36 25 
心室中隔欠損 10/44 23 11/144 8* 7/39 18 13/87 15 1/28 4* 
肺動脈狭窄症 36/47 77 216/333 65 13/49 27* 82/112 73 14/30 47* 
動脈管開存症 11/46 24 12/40 30 2/24 8 0/22 0* 1/23 4* 
不整脈 7/35 20 ND 
 
15/31 48* 1/11 9 1/10 10 
心疾患の合併なし 1/48 2.1 49/248 20* 2/45 4 12/72 17* 6/34 18* 
カールした毛髪 15/35 43 ND 
 
8/17 47 31/50 62 6/14 43 




7/38 18* 7/21 33 
停留精巣 13/18 72 90/129 70 15/27 56 37/67 55 5/17 29* 
凝固異常 8/32 25 3/18 16.7 2/11 18 11/46 24 ND 
 
哺乳・体重増加不良 21/28 75 35/56 63 10/12 83 18/39 46* 13/21 62 




ドメイン 塩基置換 アミノ酸置換 総数 腫瘍 死亡・重症例 他の合併症 
G1 c.104G>C S35T 5   1, CHD で死亡 1, もやもや病 
G2 (switch I 
region) 
c.170C>G A57G 11 1,下顎巨細胞腫 1,胎児水腫で死亡 1, 脳梁欠損 
1, バセドウ病 
1,口唇口蓋裂 

























1, Dandy-Walker 症候群 、 SLE 
 
 
